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し，ススキ-内生菌相互作用による Al および重金属耐性機構の解明を目的とした． 
調査地における根域土壌およびススキの元素分析を行ったところ，土壌には一般的な褐色
森林土と比較して高濃度の Al および Cu，Pb，Zn が含まれていた．また土壌 pH (H2O)は調査
期間を通して 4.5 以下の酸性を示した．酸性土壌においては Al や重金属がイオン化しやすく，
植物に毒性を示していると考えられた．しかし，ススキの Cu，Pb および Zn 濃度は低濃度で
あり，重金属吸収抑制機構を有する可能性が示唆された．一方，根の Al 濃度は調査期間を通
して 2,000 mg/kg と高濃度であり，Al 解毒機構を有すると考えられた．根の化合物を分析し
たところ主に citric acid，malic acid，chlorogenic acid，および trans-aconitic acid が検出された．
いずれの化合物も Al を解毒するため，調査地に自生するススキは Al 解毒物質を産生するこ
とで Al 耐性を獲得していると考えられた． 
ススキの根から内生菌を分離し，高い siderophore 産生能を有する株の遺伝子解析を行った
ところ Chaetomium cupreum と同定された．分離された C. cupreum と滅菌ススキ実生を用いた
土壌接種試験の結果，ススキの根の Al および Fe は高濃度であったが，Cu，Pb および Zn は
比較的低濃度に保たれており，現地のススキと同様の傾向が確認された．Al や Fe は Cu や
Zn と吸収競合するため，ススキは根に蓄積した Al や Fe によって Cu や Zn の排除機構を獲得
していると考えられた．接種による栄養元素の吸収促進は確認されなかったが，C. cupreum
は IAA 様化合物を産生することでススキの成長を促進すると考えられた．接種区，対照区の
ススキの根には現地のススキと同様に，chlorogenic acid，malic acid，citric acid が共通して含
まれていた．検出された chlorogenic acid，malic acid，citric acid によって解毒される乾燥重量
（Dry Weight；DW）当たりの Al 濃度を算出したところ，接種区では 280 mg/kg DW，対照区
では 1,400 mg/kg DW の Al が解毒されることが明らかとなった．しかし，ススキの根には解
毒できるよりも高濃度の Al が蓄積されており，ススキが産生する化合物による Al 解毒機構
以外の機構を有すると考えられた．次にススキの根の細胞における Al の局在を観察するため
水耕接種試験を行ったところ，対照区のススキの根の細胞壁に Al の局在が確認された．スス




えられた．また根の周囲の菌糸には Al が局在しており，C. cupreum は Al を菌糸内に蓄積す





Chaetomium cupreum は根における Al の局在部位の変化や菌糸内隔離による Al 解毒の効率
化，siderophore による Al の解毒によってススキの Al 耐性機構を増強すると考えられた．ま
た高濃度に蓄積された Al や Fe は，Cu や Zn の吸収抑制をすると推察された．このような C. 
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害が生じる．土壌 pH や Fe および Mn 酸化物あるいは炭酸塩が重金属の挙動に影響を与える














よって行われると考えられている（長谷川，2010a）．体内に吸収された重金属は malic acid や
citric acid などの有機酸や，cysteine などのアミノ酸と錯体形成し，無毒化される．必須微量










自然界に存在し，植物に過剰害を及ぼす形態は土壌溶液に溶解した 3 価の Al イオンである．
Al イオンは pH 5 以下から発現し，pH 4.5 以下で急激に増加することから，pH 4.5 以下の酸性
土壌における Al の過剰害は，一義的に Al イオンによると考えられている（三枝，1994）．Al
障害は根端細胞に現れ，その伸長を著しく阻害する．Al の蓄積に対する初期反応は伸長阻害
および callose の分泌であり，根端の表層細胞に Al が蓄積すると短時間のうちに縦方向への
伸長が阻害され，横に膨らんだ状態となる（松本・山本，2001）． 
 Al の耐性機構は排除機構と細胞内抵抗性機構の 2 つに大別できる（松本，2003）．排除機
構には，根圏の pH を上昇させることで毒性の強い Al を不溶化する機構および，citric acid や
malic acidなどの有機酸や多糖類であるmucilageの分泌によって根への取り込みを抑制する機
構がある（Yang et al.，2000；Archambault et al.，1996）．分泌される有機酸は植物種によって
様々で，コムギ（Triticum aestivum）は malic acid を，スナップエンドウ（Phaseolus vulgaris）
やトウモロコシ（Zea mays）は citric acid を，ソバ（Fagopyrum esculentum）は oxalic acid を根
から分泌することが明らかになっている．その他にエンバク（Avena sativa）のように malic acid
と citric acid の 2 種類の有機酸を分泌する種もある（Ma et al.，2001）． 
細胞内抵抗性機構は細胞内に侵入した Al に直接的に作用する，あるいは Al によって引き
起こされた代謝異常などを修復する機構である．細胞内に侵入した Al などの金属元素は液胞
隔離されたり，citric acid などの有機酸，sulfide などの無機酸および錯体形成するタンパク質
（metallothioneins）などと錯体が形成されることで無毒化される（Tomsett and Thurman，1988）．
Ma et al.（1997）はソバでは細胞内の Al：oxalic acid が 1：3 の割合で結合することで，Al を
解毒していることを明らかにした．また，フェノール性化合物や pectate，内生菌の産生する
siderophore にも金属と錯体形成する能力があり（Barceló and Poschenrieder，2002），チャ
（Camellia sinensis）においては flavonoid 類や catechin といったフェノール性化合物が Al と
錯体形成し，解毒している（Nagata et al.，1992）． 
 











る微生物の発見は古く，1879 年に De Bary が述べた “the living together of dissimilar organisms” 
という記述が初出とされ，現在では宿主選択性や感染部位，その働きなどによって Class 1~4
の 4 種類に大別されている（Rodriguez et al.，2008）．最も初期に着目されたのは植物体内で
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動物に有害な物質を産生する Class 1 の内生菌であり，Bacon et al.（1977）は牧草に Epichloe 
typhina が感染することで perloline を産生し，家畜に毒性をもたらすようになることを明らか
にした．また根に生息し，黒い隔壁を有する内生菌は，特に dark septate endophyte（DSE）と






報告もある。トウモロコシに DSE の一種の Exophiala pisciphila H93 を接種すると Pb，Zn，
Cd の毒性が軽減され，さらに地下部および地上部の生長量が有意に増加する（Li et al.，2011）
ことから，内生菌の感染は植物に重金属ストレスなどの環境ストレス耐性を付与していると
考えられる．鉱山跡地に自生するリョウブ（Clethra barbinervis）の根から分離された内生菌





（Reichard et al.，2007；Maestri et al.，2010；Rajkumar et al.，2012）ことで有害元素の毒性を
軽減できる可能性がある．Siderophore は Fe 欠乏時に産生される Fe キレーターであり，微量
必須栄養元素である Fe の獲得に大きく貢献していることが知られているが，近年では Fe 以
外の重金属との錯体形成も着目され，植物-微生物相互作用を利用したファイトレメディエー
ションへの応用も研究されている（Rajkumar et al.，2010）．また 500 種類以上の化合物が
siderophore として知られており，重金属の蓄積や解毒に対する植物-内生菌相互作用の関与を
検討する研究もなされている（Sheng et al.，2008）．一方，内生菌による植物の Al 耐性の増強
に関する研究は現時点ではない． 
 















あるオオシマザクラ（Prunus speciosa），クロマツ（Pinus thunbergii）などの苗 500 万本余り
を植林した．現在では植生が回復しており，植林された樹種の他に，リョウブ（渡部，2008；
Yamaji et al.，2016），クサレダマ（Lysimachia vulgaris；中村，2013），ドクゼリ（Cicuta virosa；

















り（ジャパンエナジー・日鉱金属，1994），堀江・根本（1990）は，ススキが土壌 pH 4.5 の条
件下でも生長量を減少させず，高い耐酸性および Al 耐性を有していることを確認している．
ススキは遷移初期の貧栄養かつ酸性土壌に生育することから，P などの吸収を促進するアー
バスキュラー菌根菌に関する研究がなされているが（Kawahara and Ezawa，2013）Al 耐性に
関するススキ自身の代謝産物に関する研究は少なく（Kayama，2001），内生菌が関与したス
スキの Al 耐性機構の研究はなされていない． 
 

















第 2 章 鉱山跡地の根域土壌および自生するススキの元素・代謝産物の分析 
 
2. 1. はじめに 
 ススキは酸性土壌環境下でもよく生育することが知られている．堀江・根本（1990）の研
究によって，pH 4.5 という酸性条件下でも生長することが可能であり，加えて，高い Al 耐性
を有することが明らかにされた．調査地とした鉱山跡地にもススキの群生が確認されている
が，かつての鉱山開発により，その土壌は未だ強い酸性であり高濃度の重金属（Cu，Ni，Zn，











2. 2. 根域土壌およびススキの採取 
調査地の中でもススキの群生している地点（N36° 37’ 36.60”，E140° 38’ 9.78”）を採取地と
した．無機元素分析に供するススキは 2012 年 7，8，9，10，11 月に 5 個体ずつ採取し，同時
に pH (H2O)，pH (KCl)を測定するための根域土壌を採取した．また，2012 年 8 月にススキと
共に採取した根域土壌を全量分析および交換性 Al の測定に供した．採取に当たってはリター
層を除去した後，200 × 200 × 200 mm の範囲内のススキおよび根域土壌を採取した．ススキは
地上部，枯死部，地下茎，根，花期には穂の 4 あるいは 5 部位に分割し，流水で洗浄後，脱
塩水で再度洗浄して土壌を除去した．洗浄したススキを送風定温乾燥機（FC-610，Advantec，
Tokyo，Japan）内で，80℃ で 48 時間乾燥した後，ハサミで切断した．さらに粉砕機（IMF-650，
Iwantani，Tokyo，Japan）で摩砕し，再度 80℃ で 24 時間乾燥した後，使用するまでデシケー
ター内に保存した．元素分析には，誘導結合プラズマ発光分光分析装置（ICP-OES；Optima 7300 
DV，PerkinElmer，Waltham，USA）を用いた．各分析に供する根域土壌は屋内で 2 週間風乾
後，2 mm メッシュの篩を通過させて得られた風乾細土を用いた． 









2. 3. 根域土壌分析とススキの含有金属元素の測定 
2. 3. 1. 材料および方法 
2. 3. 1. 1. 根域土壌の pH (H2O)および pH (KCl)の測定（土壌環境分析法，1997） 
 以下の方法を用いて pH (H2O)の測定を行った．風乾細土 2 g を 15 mL 容プラスチックチュ
ーブに入れ，脱塩水 5 mL を加えて振とうし，1 時間以上放置した．その後軽く撹拌し，pH
メーター（F-22，Horiba，Kyoto，Japan）で pH (H2O)を測定した．pH (KCl)の測定は風乾細土
2 g を 15 mL 容プラスチックチューブに入れ，NaOH（Wako，Osaka，Japan）を用いて pH 7.0
に調整した 1 M の KCl 5 mL を加えて振とうし，pH (H2O)と同様の操作で測定を行った．結
果には月ごとの値を平均値±標準誤差（SE）で示した．各月において 5 反復行った． 
 
2. 3. 1. 2. 根域土壌の全量分析（土壌環境分析法，1997） 
 風乾細土 1 g を 50 mL 容ビーカーに入れ，有害金属測定用 HNO3（Wako）を 10 mL 加え時
計皿をのせて還流させ，140℃ に設定したホットプレート上で有機物の分解を行った．分解
の際に発生した茶色の煙は適宜時計皿を外して除去し，有機物が完全に分解されて白色の煙
が生じ始めてから放冷した．放冷後，有害金属測定用 HNO3 1 mL と有害金属測定用 HClO4 




まで濃縮を行った．放冷後，1 M の有害金属測定用 HCl（Wako）5 mL および熱水 10 mL を加
え，沸騰寸前まで急速に加熱し，No.6 濾紙（Advantec，Tokyo，Japan）で濾過した．残渣は 1 
M の有害金属測定用 HCl および熱水で洗浄し，濾液と混合した．放冷後 50 mL にメスアップ
し，0.2 µm PTFE フィルター（Advantec）で分析直前に濾過した．ICP-OES を用いた分析によ
り Ca，K，Cu，Fe，Mn，Zn，Pb，Al の測定を行った．なお，久保田ら（1986）が高濃度に
含まれるとした Cd は，検出限界以下であったため分析元素から除外した．5 地点のススキの
根域土壌から 3 反復ずつ分析し，合計 15 反復とした．結果を平均値±SE で示した． 
 
2. 3. 1. 3. 根域土壌の交換性 Al の測定（土壌養分分析法，1970） 
 風乾細土 4.0 g を 50 mL 容ビーカーに入れ，ホールピペットを用いて 1 M KCl（Wako）を
10 mL 加え，ガラス棒で 2 分間撹拌後，30 分間放置した．No.6 濾紙を用いて吸引濾過し，吸
引しつつ 10 mLの 1 M KClで 3回洗浄した．洗浄の際は 1回ごとに完全に濾液を落とし切り，
全て同じ 200 mL 容三角フラスコで受けた．得られた抽出液は 0.2 µm PTFE フィルターで分析
直前に濾過し，ICP-OES を用いた分析により Al を測定した．5 地点のススキの根域土壌から
3 反復ずつ分析し，合計 15 反復とした．結果を平均値±SE で示した． 
 
2. 3. 1. 4. ススキの含有金属元素（植物栄養実験法，1990） 
 摩砕した各部位を100 mg量りとり50 mL容ビーカーに入れ，有害金属測定用HNO3を10 mL






し，25 mL にメスアップした．得られた分解液を 0.2 µm PTFE フィルターで分析直前に濾過
し，ICP-OES を用いた分析により Ca，K，Cu，Fe，Mn，Zn，Pb，Al の測定を行った．各月
の反復は 5 回とし，結果には月ごとの値を平均値±SE で示した． 
 
2. 3. 2. 結果 
 根域土壌の pH (H2O)および pH (KCl)の結果を表 2-1 に，全量分析および交換性 Al 濃度の結
果を表 2-2 に示した．また，ススキの含有無機元素濃度の結果を表 2-3 に示した． 
 根域土壌の pH (H2O)は調査期間の間，常に 4.5 を下回り，酸性土壌であることが確認され
た．pH (KCl)は調査期間を通して，pH (H2O)より低 pH を示した．全量分析の結果，土壌の
Cu濃度は439.07 ± 9.62 mg/kg，Zn濃度は83.02 ± 5.99 mg/kg，Pb含有濃度は415.10 ± 21.50 mg/kg
であった．また，交換性 Al 濃度は 356.42 ± 15.80 mg/kg であった． 




2. 4. ススキの代謝産物の分析 
2. 4. 1. 材料および方法 
2. 4. 1. 1. 抽出方法 
 2013 年 9 月に大量抽出を目的として，ススキの根 45 g FW を採取した．採取した根に含ま
れるフェノール性化合物および有機酸の定性・定量を行うために，採取した根を 2 等分し，
それぞれ 100% methanol（MeOH；Wako）あるいは 80% ethanol（EtOH；Wako）中でハサミを
用いて摩砕し，室温暗所で 1 週間抽出した．抽出後，吸引濾過によって残渣を取り除き，そ
れぞれの抽出液を以下の操作に供した．ロータリーエバポレーター（REN-1000，Iwaki，
Shizuoka，Japan）を用いて抽出液の濃縮を行った後，抽出液の 1/3 量の ethyl acetate（EtOAc；
Wako）を加えて 3 回分液操作を行い，EtOAc 層および水層を得た．EtOAc 層に含まれる水を
除去するために 1/3 量の飽和 NaCl（Wako）溶液を用いて 3 回脱水した後，得られた EtOAc





カラム内壁および脱脂綿を MeOH で洗浄した．MeOH をドライヤーで乾燥・除去した後，20% 
EtOHに保存していた樹脂を内径 14 mmのカラムに高さ約 100 mmになるように駒込ピペット
を使って充填した．この際樹脂の間隙に気泡が入らないようにするためにカラムを軽くたた
きながら充填した．充填後，EtOH を完全に洗い流すために約 100 mL の脱塩水で樹脂を洗浄
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した．樹脂の平衡化は，カラム法を用いて行った．まず解離基を全て Cl-に置換するために 100 
mLの 1 M NaCl水溶液で洗浄した．次に置換したCl-をHCOO-に置換するために 100 mLの 1 M 
formic acid（Wako）を用いて平衡化した．樹脂内の pH を中性にするために 100 mL の脱塩水
で洗浄後，100 mg FW 相当量の水層をチャージした．その後，100 mL の脱塩水で溶出し，非
吸着画分を得た．続いて 100 mL の 6 M formic acid で溶出し，吸着画分を得た．各画分をロー
タリーエバポレーターで濃縮後，吸着画分には多量の formic acid が含まれるため，凍結乾燥
機（VD-250F，Taitec，Saitama，Japan）を用いて formic acid を除去した．得られた吸着画分
を以下の 2. 4. 1. 2. B の分析に供した． 
 
2. 4. 1. 2. 分析方法 
A）フェノール性化合物の同定および定量 
 Yamaji et al.（2003）に従ってフェノール性化合物の同定および定量を行った．100% MeOH
で抽出して得られた EtOAc層および水層から 200 mg FW相当量をフラコレチューブ（100 mm 
×13 mm i.d.）に移し，遠心エバポレータ （ーCVE-2000，Eyela，Tokyo，Japan）で濃縮乾固し，
1 mL の 50% MeOH で再溶解した．この際沈殿が生じたものは 0.2 µm PTFE フィルターで濾過
し，沈殿を取り除いた．試料は高速液体クロマトグラフィ （ーHPLC；Shimadzu，Kyoto，Japan）
を用いて，フェノール性化合物の同定および定量を行った．検出されたフェノール性化合物
については標品を 1 mL の 50% MeOH に溶解し，検量線を作成して定量した．なお，HPCL
による分析条件を以下に示す．環式有機化合物および酸性化合物の分離を良好にするために
水に 1.5% tetrahydrofuran（THF；Wako）および 0.25% H3PO4（Wako）を加えた．分析条件を
下記に示す． 
 
分析システム：HPLC；Prominence UFLC series（Shimadzu） 
検出器：Diode array detector；SPD-M20A（Shimadzu） 
Fluorescence detector；RF-20A xs（Shimadzu） 
















 80% EtOH で抽出して得られた水層の弱陰イオン交換樹脂吸着画分と EtOAc 層から 100 mg 
FW 相当量をフラコレチューブにそれぞれ移し，遠心エバポレーターで濃縮乾固した後，50 µL
の pyridine に再溶解させた．100 µL の N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide（MSTFA；
Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）を加え，Dry Thermo Unit（DTU-2C，Taitec）
にて 37℃ で 30 分間反応させて trimethilsilyl 化（TMS 化）した．TMS 化した試料をバイアル
瓶に移し，ガスクロマトグラフィー/質量分析（GC/MS 分析）に供した．検出された有機酸-TMS
については標品を同様に TMS 化し，selected ion mode（SIM）で測定して検量線を作成するこ
とで定量を行った．SIM の分析時には，各有機酸の同定時に共通して検出された m/z；73，147，




カラム：InertCap5 MS/Sil，30 m × 25 mm i.d.，固定相；0.25 μm（GL Science，Tokyo，Japan） 













使用ライブラリー：Wiley RegistryTM of Mass spectral library，9th Edition（Wiley，Hoboken，
USA） 
 
2. 4. 2. 結果 
 フェノール性化合物に着目して HPLC による分析を行ったところ，水層から retention time
（RT）11.04 分に主要なピークが確認された．図 2-1 および図 2-2 には，水層と標品である
chlorogenic acid（Wako）の分析により得られた HPLC クロマトグラムおよび UV スペクトラ
ムを示した．標品である chlorogenic acid を同条件で分析したところ，RT 11.04 分に検出され，
水層の RT 11.04 分のピークとの UV スペクトルの形状および λmaxが一致した（図 2-1）．この
ことから，ススキの主要なフェノール性化合物を chlorogenic acid と同定した．定量の結果，
根部に含まれる chlorogenic acid 濃度は 0.13 ± 0.00 mg/g FW であった（表 2-4）． 
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 GC/MS分析に供した試料のうち EtOAc層からは palmitic acid-TMSや linoleic acid-TMSなど
の脂肪酸の TMS 化物が検出された．弱陰イオン交換樹脂吸着画分からは malic acid-TMS，
trans-aconitic acid-TMS，citric acid-TMS の 3 種類の有機酸の TMS 化物が検出された（図 2-3）．
Al の解毒に寄与すると考えられるこれらの有機酸の定量を SIM で測定した（図 2-4）ところ，
各有機酸の濃度は 0.14 ± 0.00 mg/g FW，0.11 ± 0.01 mg/g FW，0.16 ± 0.00 mg/g FW であった（表
2-4）． 
 
2. 5. 考察 
 浅見（2001）によると一般的な森林土壌の表層では，Cu：21.4 mg/kg，Mn：418 mg/kg，Zn：
50.2 mg/kg，Pb：16.4 mg/kg を含有すると報告されており，ススキの根域土壌においては重金
属のうち Cu，Zn，Pb が特に高濃度に含まれていることが明らかとなった（表 2-2）．全量 Al
濃度は Bowen（1979）が報告した一般土壌に含まれるとされる 71,000 mg/kg よりも低い値を
示したが，根域土壌の pH (H2O)は調査期間を通して 4.5 以下と強い酸性を示すことが確認さ
れ，交換性 Al の含有濃度は 356.42 ± 15.80 mg/kg であった．交換性 Al 濃度は環境庁（1999）
によって報告されている 340 mg/kgよりもわずかに高い濃度であった．以上から調査地では，
Al や Cu，Zn，Pb が比較的高濃度に存在し，その毒性を発現させていると考えられた． 
 ススキが含有する無機元素は一般的に根，地下茎，枯死部，地上部，穂の順に高濃度であ
り，特に根における Al 濃度は調査期間を通して 2,000 mg/kg 前後と高い値であった．一方，
土壌に比較的高濃度に含まれていた Cu，Zn，Pb は低濃度に保たれており，重金属の排除機
構を有する可能性が示唆された．Jansen et al.（2002）は，地上部に 1,000 mg/kg 以上の濃度で




られており，Al の有無に関わらず植物体内に大量の oxalic acid を蓄積し，吸収された Al と錯
体を形成することで Al を解毒する（松本，2003）．Oxalic acid の他に，Al の解毒物質として
はmalic acidや citric acidなどの有機酸，catecholや catechinなどのフェノール性化合物（Barceló 
and Poschenrieder，2002）が知られている．そこで，ススキ根部に含まれる有機酸およびフェ
ノール性化合物の分析を行ったところ，ススキの根には有機酸として citric acid，malic acid，
trans-aconitic acid の 3 種類の有機酸が，フェノール性化合物として chlorogenic acid が検出さ
れた．Citric acid や malic acid（Barceló and Poschenrieder，2002），chlorogenic acid（Adams et al.，
2002）は Al と 1：1 のモル比で Al と錯体形成し，Al を解毒すると考えられている．また，
trans-aconitic acid は Al の解毒物質としてトウモロコシの根から分泌される（Suhayda and Haug，
1986）という報告がある．以上のことからススキの根における Al 耐性機構には citric acid，
malic acid，trans-aconitic acid および chlorogenic acid が寄与していると考えられた． 
 一般的な植物は単独で生育し，環境ストレスに対応するのではなく，内生菌と相互作用し




（Rogers et al.，2001；Rajkumar et al.，2012）．そこで次章では，調査地に自生するススキの根
から内生菌を分離し，siderophore 産生能の評価および産生される siderophore の同定を行うこ
ととした． 
 
2. 6. 要約 
 調査地の根域土壌は pH (H2O)が 4.5 以下の酸性土壌であり，Al や重金属（Cu，Zn，Pb）が
高濃度に含有されていることが明らかとなった．また，そこに生育するススキは，根に Al
を高濃度に蓄積していた．一方，土壌に高濃度に含有されていた Cu，Zn や Pb などの重金属
はススキ体内では低濃度に保たれており，重金属の排除機構を有する可能性が示唆された．
ススキは根で Al 耐性機構を獲得していると考えられたため，Al を高濃度に蓄積していた根
の抽出物を分析したところ，有機酸として，malic acid，trans-aconitic acid，citric acid が，フ
ェノール性化合物として chlorogenic acid が検出された．これらの化合物は Al の解毒物質とし


















表 2-1 根域土壌の pH (H2O)および pH (KCl) 
 pH (H2O) pH (KCl) 
2012 年 7 月 4.34 ± 0.08 3.73 ± 0.06 
2012 年 8 月 4.40 ± 0.05 3.77 ± 0.06 
2012 年 9 月 4.31 ± 0.06 3.83 ± 0.03 
2012 年 10 月 4.36 ± 0.08 3.83 ± 0.04 
2012 年 11 月 4.32 ± 0.07 3.75 ± 0.06 































表 2-2 根域土壌の全量無機元素濃度および交換性 Al 濃度 
元素 濃度 
全量 Ca 2,320.35 ± 78.03 
全量 K 1,766.06 ± 28.40 
全量 Cu 439.07 ± 9.62 
全量 Fe  38,569.09 ± 1013.92 
全量 Mn  401.60 ± 15.32 
全量 Zn  83.02 ± 5.99 
全量 Pb  415.10 ± 21.50 
全量 Al  54,374.51 ± 1682.06 
























表 2-3 ススキの含有無機元素濃度 
（a）2012 年 7 月 
 地上部 枯死部 地下茎 根 
Ca 1,513.78 ± 121.83 2,004.32 ± 191.05 1,798.35 ± 346.03 2,976.34 ± 483.59 
K 18,846.86 ± 1209.67  8,324.46 ± 2183.04 3,796.00 ± 776.65 4,456.84 ± 838.97 
Cu  4.85 ± 0.41 19.28 ± 1.67 40.13 ± 4.59  84.78 ± 17.61 
Fe 140.99 ± 39.90  643.47 ± 103.59 1,279.46 ± 277.73 1,053.52 ± 252.21 
Mn 195.21 ± 21.31 202.35 ± 16.34 126.69 ± 66.19 161.42 ± 68.25 
Zn  58.54 ± 20.35  71.21 ± 21.20  261.05 ± 194.37 134.28 ± 61.27 
Pb  3.39 ± 0.26 23.36 ± 1.34  89.16 ± 25.32 170.75 ± 32.92 
Al 284.26 ± 39.12  989.64 ± 147.60 1,852.14 ± 262.86 2,099.32 ± 418.59 
     
（b）2012 年 8 月 
 地上部 枯死部 地下茎 根 
Ca 1,662.04 ± 251.23 2,668.69 ± 315.23 1,250.16 ± 173.67 3,638.85 ± 399.98 
K 12,849.65 ± 1072.64  7,791.36 ± 1131.52 7,329.69 ± 785.26 5,257.55 ± 717.75 
Cu  7.72 ± 0.72 27.18 ± 4.27 21.43 ± 4.88 107.57 ± 6.98 
Fe ND  665.14 ± 183.86  474.18 ± 222.20 1183.12 ± 269.73 
Mn 175.94 ± 22.48 239.91 ± 38.28  50.80 ± 10.57  98.40 ± 22.78 
Zn 15.80 ± 6.03 14.56 ± 3.66 27.76 ± 5.47  81.48 ± 14.52 
Pb  1.49 ± 0.49 21.63 ± 4.50 16.06 ± 5.25 103.31 ± 7.23 













表 2-3（続き） ススキの含有無機元素濃度 
（c）2012 年 9 月 
 地上部 枯死部 地下茎 根 穂 
Ca 1,436.71 ± 154.53 1,894.06 ± 191.29 1,107.81 ± 186.27 1,066.87 ± 49.79 1,458.77 ± 122.98 
K 16,115.54 ± 1367.54  5,428.35 ± 1314.25  6,537.73 ± 1440.15  7,460.88 ± 2334.25 7,590.57 ± 619.65 
Cu  8.66 ± 0.12 18.75 ± 3.57 27.39 ± 3.60 78.10 ± 6.85  9.49 ± 1.24 
Fe 64.83 ± 4.65 256.41 ± 43.76  857.34 ± 215.41 1,402.68 ± 247.49 46.02 ± 5.73 
Mn 218.03 ± 37.86 252.88 ± 41.14  80.71 ± 19.29 63.67 ± 9.32 226.81 ± 18.96 
Zn 44.03 ± 9.56 36.29 ± 9.05  55.90 ± 10.25 32.95 ± 5.31  55.14 ± 10.56 
Pb  5.70 ± 0.59 13.31 ± 0.98 32.23 ± 4.94 50.56 ± 6.09  1.83 ± 0.23 
Al 95.39 ± 9.96  439.85 ± 191.29 1,482.80 ± 272.10 2,675.14 ± 417.17  69.31 ± 17.31 
      
（d）2012 年 10 月 
 地上部 枯死部 地下茎 根 穂 
Ca 1,730.18 ± 130.16 1,924.70 ± 138.04 878.76 ± 109.16 1,586.19 ± 228.53 1,258.66 ± 182.23 
K 11,422.85 ± 441.13 11,671.40 ± 1462.54 8,766.75 ± 1373.85 3,663.28 ± 125.04 3,680.87 ± 244.74 
Cu  5.17 ± 0.91 11.16 ± 1.05 13.71 ± 3.28  74.07 ± 13.38 14.17 ± 1.95 
Fe 44.06 ± 6.68 167.87 ± 9.71 300.79 ± 52.41 902.63 ± 87.70 13.02 ± 7.11 
Mn 173.32 ± 9.48 186.62 ± 23.86 77.96 ± 13.69 87.86 ± 9.91 190.12 ± 17.36 
Zn 26.50 ± 4.41 27.09 ± 3.20 40.38 ± 3.16 33.60 ± 4.33 35.27 ± 5.31 
Pb  0.8 ± 0.4 3.35 ± 0.49 4.94 ± 1.71 35.83 ± 6.79  4.72 ± 0.92 
Al 89.64 ± 6.33 292.57 ± 17.02 559.91 ± 119.35 1,742.32 ± 182.56 61.11 ± 4.36 
      
（e）2012 年 11 月 
 地上部 枯死部 地下茎 根 穂 
Ca  908.23 ± 195.34 1,931.01 ± 235.30 697.86 ± 77.01 1,062.03 ± 137.96  918.57 ± 131.47 
K 11,980.80 ± 1139.22  7,298.20 ± 1207.52 9,237.17 ± 841.30 3,102.78 ± 207.41 4,205.78 ± 468.72 
Cu  4.54 ± 0.64  9.59 ± 0.57 16.38 ± 2.24 78.07 ± 9.26 18.76 ± 1.37 
Fe 20.49 ± 3.75 109.68 ± 17.18 263.97 ± 60.73 1,335.44 ± 329.82 83.40 ± 9.59 
Mn 283.86 ± 50.35 358.26 ± 37.08 105.67 ± 15.81 143.07 ± 24.48 332.88 ± 26.05 
Zn  77.75 ± 19.19 30.32 ± 2.93 51.29 ± 3.75 38.63 ± 6.73  47.33 ± 10.18 
Pb  3.87 ± 0.66  9.47 ± 0.60 17.51 ± 2.43  87.33 ± 10.96 17.08 ± 1.17 





















表 2-4 2013 年 9 月に採取したススキ根の有機酸およびフェノール性化合物含有濃度 
 Malic acid Trans-aconitic acid Citric acid Chlorogenic acid 
濃度 0.14 ± 0.00 0.11 ± 0.01 0.16 ± 0.00 0.13 ± 0.00 





























図 2-1 2013 年 9 月に採取したススキ根部 MeOH 抽出物の水層 
および chlorogenic acid 標品の HPLC クロマトグラム（320 nm） 
（a）MeOH 抽出物の水層の HPLC クロマトグラム（主要ピーク RT 11.04 分） 
（b）Chlorogenic acid 標品の HPLC クロマトグラム（RT 11.04 分） 













図 2-2 2013 年 9 月に採取したススキ根部 MeOH 抽出物の水層から確認された 
主要ピーク（RT 11.04 分）および chlorogenic acid 標品の UV スペクトラム 
（a）2013 年 9 月に採取したススキの MeOH 抽出物の水層の UV スペクトラム 

















図 2-3 2013 年 9 月に採取したススキ根部 80% EtOH 抽出物・水層の 
弱陰イオン交換樹脂吸着画分における EI/MS スペクトル 
（a），（b）化合物（RT 15.4 分）の EI/MS スペクトルとシミラリティ―検索の結果 
（c），（d）化合物（RT 21.4 分）の EI/MS スペクトルとシミラリティ―検索の結果 
（e），（f）化合物（RT 22.8 分）の EI/MS スペクトルとシミラリティ―検索の結果 







図 2-4 Malic acid，trans-aconitic acid，citric acid 標品および 2013 年 9 月に採取した 
ススキ根部の 80% EtOH 抽出物・水層の弱陰イオン交換樹脂吸着画分を 
SIM で測定した GC/MS クロマトグラム 
（a）80% EtOH 抽出物の吸着画分の TMS 化物の GC/MS クロマトグラム 
矢印は吸着画分における malic acid（RT 15.42 分），trans-aconitic acid（RT 21.38 分）， 
citric acid（RT 22.82 分）の TMS 化物と考えられるピーク．RT 26.75 は糖の TMS 化物の
ピークと考えられた． 
（b）各有機酸の標品の TMS 化物の GC/MS クロマトグラム 
矢印は malic acid（RT 15.40 分），trans-aconitic acid（RT 21.38 分），citric acid（RT 22.82 分）
の TMS 化物のピーク．  
なお，（a）において注入した絶対量は 0.67 mg FW とした． 
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第 3 章 内生菌の siderophore 産生能の評価 
 
3. 1. はじめに 
 植物の体内に病徴を示すことなく微生物が共生していることは古くから知られている．そ
の中でも Frank が 1885 年に外生菌根菌について記載したものが最初であり，その後 Gallaud
が 1905 年に，Peyronal が 1922 年にそれぞれ，隔壁を有し，細胞内に感染する全く別種の菌
根菌を見出した．特に Peyronal が発見した菌根菌は植物細胞の内部に感染することから内生
菌と呼ばれるようになった（Jumpponen and Trappe，1998）．内生菌の研究は様々な研究者に
よって行われてきたが，その働きは多岐にわたり（Jumpponen and Trappe，1998），P の吸収促
進（Jumpponen et al.，1998）や siderophore の産生（Bartholdy et al.，2001），成長促進による重
金属耐性の付与（Yamaji et al., 2016）などの報告がある．Bartholody et al.（2001）は内生菌の
一種である dark septate endophyte（DSE）に分類される Phialocephala fortinii が，Fe などと錯
体を形成する siderophore を産生することで，微量必須元素の吸収を促進する可能性を述べて
いる．AM 菌（Arriagada et al.，2007）や内生細菌（Rajkumar et al.，2012）も重金属解毒能が





び Fe との錯体形成試験（CAS アッセイ）を行うことで，内生菌の siderophore 産生能を評価
した． 
 
3. 2. 内生菌の分離，内生菌および AM 菌の感染率の算出 
3. 2. 1. 材料および方法 
2012 年 8 月に採取した 5 個体のススキの根を用いて内生菌の分離を行った．採取したスス
キの根に付着した土壌を流水中で落とし，さらに脱塩水ですすいで洗浄した．根の表面滅菌
はクリーンベンチ内で以下の操作に従い行った．70% EtOH に 1 分間浸し，2.25% H2O2に浸
して 5 分間撹拌しながら滅菌し，再度 70% EtOH に 1 分間浸して H2O2を洗浄し，さらに滅菌
水に 5 分間，2 回浸して洗浄した．その後，滅菌済みの濾紙上で余分な水分を除去してから，
滅菌メスを用いて 10 mm の根切片を作製し，1% malt extract agar 培地（1MA）（表 3-1）に 5













また，大場ら（2006）に従い，採取・洗浄した根について trypan blue 染色を行った．まず，
洗浄した根を適当な長さに切り，脱塩水に入れてオートクレーブ（121℃ ，30 分）で根の組
織の軟化を行った．次に 10% KOH（Wako）水溶液に浸し，オートクレーブ（121℃ ，30 分）
で根の脱色を行った．さらに，5% HCl（Wako）で 5 分間処理した後，脱塩水に移し替えて 1
晩室温で静置した．脱塩水を捨て，trypan blue 染色液{lactoglycerin（表 3-2A）に 0.05%（w/v）
になるよう trypan blue を加えて調製した（表 3-2B）}に根を入れて 10 分間煮沸し，染色した．
その後，lactoglycerin に入れ替え 5 分間煮沸した．放冷後，アルミ箔で覆ったプラスチックチ
ューブに入れ，室温暗所下で保存した．スライドグラスの短辺に垂直になるように 4 本程度
の染色根を並べ，カバーガラスで封入し，プレパラートを作製した．根の幅が全て検鏡出来
るよう倍率を調整し，1 個体の根に対して 150 交点を光学顕微鏡下で観察した．感染率の算
出は，内生菌の感染構造である microsclerotia（Read and Haselwandter，1981；Jumpponen and 




3. 2. 2. 結果 
 内生菌および AM 菌の感染率はそれぞれ 44.1 ± 7.7%，23.7 ± 5.6%であり，顕微鏡観察の結
果，内生菌の感染構造（microsclerotia）と AM 菌の感染構造（Paris-type）を確認した（図 3-1）．
分離の結果，内生菌の出現率は 75.9%であった．出現率の上位であった内生菌は，Chaetomium
（出現率：9.2%），Phialocephala（8.2%），Lachnum（6.3%），Colletotrichum（6.0%）属糸状菌
であった．これらの内生菌に関して，ススキの Al 耐性機構への寄与を解析するため，Al お
よび Fe との錯体形成試験（CAS アッセイ）に供し，内生菌の siderophore の産生能を評価し
た． 
 
3. 3. CAS アッセイによる内生菌の siderophore 産生能の評価 
3. 3. 1. 材料および方法 
 ススキのAl耐性機構への内生菌の寄与を解析するため，Chrome azurol S（CAS；TCI，Tokyo，
Japan）と Al を含有した培地（CAS-Al 培地；Alexander and Zuberer，1991 を改変）に内生菌
を培養することで，Al と錯体形成する siderophore の産生能を評価した．通常，CAS 培地は
Fe を含有した培地（CAS-Fe 培地）として使用され（Alexander and Zuberer，1991），Fe と錯
体形成する化合物の検定に用いられるため，CAS-Fe 培地における試験も同時に行うこととし
た．CAS 培地の組成を表 3-3 に示した．溶液 1 における「for Al」および「for Fe」はそれぞ
れ CAS-Al 培地，CAS-Fe 培地の溶液 1 とした．CAS-Al 培地および CAS-Fe 培地の作製手順を
以下に示す．Al あるいは Fe 溶液を CAS 溶液と混合し，その後ゆっくりと撹拌しながら
Hexadecyltrimethylammonium bromide（HDTMA；Wako）溶液に加え，溶液 1 を調製した．溶
液 2 は各試薬を脱塩水 750 mL に溶解し，50% KOH を用いて pH を 6.8 に調整後，800 mL に
メスアップしてから agar を加えることで調製した．溶液 3 および 4 は各組成を規定量の脱塩
水に溶解して調製した．各溶液を別々にオートクレーブ滅菌（121℃ ，20 分）し，50℃ 程
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度まで放冷した．クリーンベンチ内で以下の順に各溶液を混合した．まず溶液 3 と溶液 4 を
混合してから，溶液 2 に加えて混合溶液を調製した．その後，十分に撹拌した溶液 1 を，気
泡が生じないようにしながら先の混合溶液に加えた．以上の培地を 90 mm 径滅菌済みプラス
チックシャーレ（As-One）に 10 mL ずつ分注し，それぞれ CAS-Al 培地，CAS-Fe 培地とした． 
3. 2 において出現頻度の高かった 4 種の内生菌について 4 株ずつ CAS-Al 培地，CAS-Fe 培
地で培養し，各菌の siderophore 産生能を評価した．23℃ 暗黒下で 7 日間，1 MA 上で生育さ
せた内生菌のコロニーの生育先端をコルクボーラー（5.5 mm i.d.）で打ち抜き，菌糸の面が下
になるようにして CAS-Al 培地，CAS-Fe 培地に置床し，23℃ 暗黒下で 7 日間培養した．そ
の後，菌糸の周囲に形成される黄色の部分（halo）とコロニーの直径を計測し，halo とコロニ
ー径の差をコロニー径で除した値を用いて siderophore 産生能を評価した．なお反復は 3 とし
た．特に高い活性を示した菌株（5R7 株）の菌糸から DNA を採取し，ITS 領域を ITS5 およ
び ITS4 を用いて PCR 法で増幅させた（White et al. 1990）．得られた ITS 配列は ABI3100 遺伝
子分析装置（Applied Biosystems，California，USA）で分析した．なお，得られた ITS 配列は
DNA Data Bank of Japan に寄託した（取得番号：LC188887）． 
 
3. 3. 2. 結果 
 各内生菌株の CAS アッセイの結果を表 3-4 に示した．Chaetomium はほぼ全ての株で halo
を形成し，特に 5R7 株は CAS-Al 培地では 3.97 ± 0.35，CAS-Fe 培地では 2.96 ± 0.54 と高い活
性を示した．他の内生菌は halo を形成するものもあったが，極めて小さな halo の形成にとど
まるか，あるいは形成しなかった．そこで，Chaetomium に焦点を絞り，分離された全 38 株
について同様の試験を行ったところ，5R7 株が最大の活性を示した（表 3-5）．形態観察と遺
伝子解析の結果，5R7 株は Chaetomium cupreum と同定された． 
 
3. 4. 考察 
ススキの根からは 75.9%と高い確率で内生菌が分離されたが，内生菌の感染率は 44%前後
と比較的低かったことから，感染構造を形成しないが根に内生している菌も多く存在する可
能性が示唆された．出現率の高い 4 種の内生菌に対して Al および Fe と錯体形成する
siderophore の産生能を解析した結果，Chaetomium 属糸状菌の siderophore 産生能が特に高かっ
た．Alはイオンの形態で存在すると，細胞死や活性酸素種の発生を引き起こす（Kochian et al.，
2005）．内生細菌は siderophore を産生し，重金属など有害金属イオンと錯体を形成することで，
その毒性を軽減する（Rajkumar et al.，2012）ことが知られている．Chaetomium 属糸状菌は，
siderophore を産生し Al を解毒することで，ススキの Al 耐性を増強していると考えられた． 
Chaetomium 属糸状菌は，様々な植物種の茎，枝，葉および根などに内生しておりその機能
も多岐にわたる（Fatima et al.，2016）．トウガラシ属の根から分離された C. globosum は
gibberellin や indole acetic acid などの植物ホルモンを産生することで，植物の成長を促進する
（Khan et al.，2012）．また Oryza sativa L.の根や葉（Naik et al.，2009）や Brassica napus の根，




類，chaetoquadrin 類，oxaspirodion，chaetospiron，orsellide 類，chaetocyclinone 類など多様な
polyketide 系の二次代謝産物を産生する（Lösgen et al.，2007）．既報の化合物は低分子から高
分子化合物と多岐にわたる化合物群であるが，siderophore としての報告はない．しかし，い
ずれの化合物もヒドロキシ基やカルボキシル基といった Al や Fe などの重金属と錯体形成を




と考えられている．鉱山跡地における C. cupreum の関与したススキの Al 耐性機構を明らかに
するためには，可能な限り野外環境に近い状態で実験を行う必要があると考えられた．そこ
で次章では調査地のススキの根域土壌を用いてススキへの C. cupreum 接種試験を行い，接種
によるススキの成長量や代謝産物およびその量の変化を確認することとした．さらに水耕液
を用いた接種試験からススキ根部における Al の局在を解析することとした．これらの接種試
験から，C. cupreum が関与したススキの Al 耐性機構を解明する． 
 
3. 5. 要約 
 調査地に自生するススキの根から主に Chaetomium，Phialocephala，Lachnum，Colletotrichum
属糸状菌が内生菌として分離された．CAS アッセイを用いて各菌種の siderophore 産生能を評
価したところ，C. cupreum の siderophore 産生能が最も高いことが明らかとなった．Chaetomium 
























表 3-1 1% Malt extract 培地の組成 
Malt extract（BD Difco，Franklin Lakes，NJ，USA） 10 g 
Agar（Wako） 20 g 



































表 3-2 Trypan blue 染色液の組成 
（a）Lactoglycerin  
Lactic acid（Wako） 100 mL 
Glycerin（Wako） 100 mL 
脱塩水 120 mL 
  
（b）Trypan blue 染色液  
Lactoglycerin 100 mL 














表 3-3 CAS 培地の組成 
（a）溶液 1（for Al） 
1 mM AlCl3･6H2O（10 mM HCl） 10 mL 
CAS（1.21 mg/mL） 50 mL 
HDTMA（1.82 mg/mL） 40 mL 
    
（b）溶液 1（for Fe） 
1 mM FeCl3･6H2O（10 mM HCl） 10 mL 
CAS（1.21 mg/mL） 50 mL 
HDTMA（1.82 mg/mL） 40 mL 





KH2PO4 0.3 g 
NaCl 0.5 g 
NH4Cl 1.0 g 
脱塩水 750 mL 
Agar 15 g 
    
（d）溶液 3 
Gulcose 2 g 
Mannitol 2 g 
MgSO4･7H2O 493 mg 
CaCl2 11 mg 
MnSO4･4H2O 1.54 mg 
H3BO3 1.4 mg 
CuSO4･5H2O 0.04 mg 
ZnSO4･7H2O 1.2 mg 
Na2MoO4･2H2O 1.0 mg 
脱塩水 70 mL 
    
（e）溶液 4 












表 3-4 内生菌による Al および Fe との錯体形成試験 
分離した菌種 菌株 Al Fe  
Chaetomium 
7R-1 1.97 ± 0.43 1.30 ± 0.17 
3R-1 1.36 ± 0.08 0.71 ± 0.08 
8R-5 1.77 ± 0.14 1.37 ± 0.11 
5R-7 3.97 ± 0.35 2.96 ± 0.54 
Phialocephala 
3BLS-1 + - 
3BLS-4 - - 
2BLS-1 - - 
7B-W-3 + + 
Lachnum 
2WM2-1 - - 
2WM2-2 - - 
7WS-5 - - 
5WS-8 - - 
Colletotrichum 
3WCBR1-0 - - 
3WCBR1-4 - - 
8WCBR1 - - 
5WCBR1 - - 
表中の-は halo が未形成であったことを示す．+は halo を形成したものの，極めて小さかっ













表 3-5 Chaetomium による Al および Fe との錯体形成試験 
菌株 Al 錯体形成試験 Fe 錯体形成試験 
7R-1 1.97 ± 0.43 1.30 ± 0.17 
7R-2 - 1.10 ± 0.61 
7R-3 - + 
7R-4 0.30 ± 0.16 - 
7R-5 - - 
7R-6 + + 
7R-7 0.88 ± 0.48 0.63 ± 0.33 
7R-8 0.20 ± 0.11 + 
7R-9 + + 
3R-1 1.36 ± 0.08 0.71 ± 0.08 
3R-2 0.56 ± 0.37 1.04 ± 0.27 
3R-3 0.37 ± 0.08 0.55 ± 0.07 
3R-4 -  - 
3R-5 - + 
3R-6 + 0.42 ± 0.21 
3R-7 0.43 ± 0.14 0.44 ± 0.25 
8R-1 1.78 ± 0.97 - 
8R-2 2.99 ± 0.27 1.87 ± 0.14 
8R-3 3.60 ± 0.87 2.90 ± 0.41 
8R-4 2.70 ± 0.14 1.50 ± 0.08 
8R-5 1.77 ± 0.14 1.37 ± 0.11 
8R-6 1.89 ± 0.21 - 
8R-7 - - 
8R-8 0.59 ± 0.17 0.62 ± 0.12 
8R-9 1.83 ± 0.57 1.07 ± 0.10 
8R-10 - 0.86 ± 0.43 
8R-11 0.59 ± 0.16 0.58 ± 0.14 
8R-12 0.28 ± 0.05 + 
8R-13 0.92 ± 0.53 - 
8R-14 0.51 ± 0.11 0.66 ± 0.17 
8R-15 0.76 ± 0.34 0.81 ± 0.45 
表中の-は haloが未形成であったことを示す．+は haloを形成したものの，

















表 3-5（続き） 内生菌による Al および Fe との錯体形成試験 
菌株 Al 錯体形成試験 Fe 錯体形成試験 
5R-1 + + 
5R-2 1.67 ± 0.84 1.38 ± 0.70 
5R-3 - + 
5R-4 2.31 ± 0.15 2.17 ± 0.13 
5R-5 + + 
5R-6 2.09 ± 0.31 2.63 ± 0.24 
5R-7 3.97 ± 0.35 2.96 ± 0.54 
表中の-は haloが未形成であったことを示す．+は haloを形成したものの，























図 3-1 内生菌の感染構造（microsclerotia）と AM 菌の感染構造（Paris-type） 
（a）内生菌の感染構造（microsclerotia） （b）AM 菌の感染構造（Paris-type） 
（a）の矢印は粒状の感染構造を，（b）の矢印はコイル状の感染構造を示している．各図の 





第 4 章 Chaetomium cupreum が増強するススキの Al 耐性機構の解明 
 




考えられている（Brundrett，2004；Schulz and Boyle，2006）．第 3 章において，調査地
に自生するススキ根部から，高い siderophore 産生能を有する内生菌 C. cupreum（5R7 株）
を分離した．本章では，C. cupreum（5R7 株）を用いた土壌接種試験および水耕接種試




学的な観点からもススキの Al 耐性機構を明らかにすることを目的とした． 
 
4. 2. Chaetomium cupreum の培養期間の決定 
4. 2. 1. 材料および方法 
50 mL 容三角フラスコに入った 15 mL の 1% malt extract 培養液（1 ME）（表 4-1）に，
1 MA上で 23℃ 暗黒下 7日間培養した C. cupreumの菌糸先端を 5.5 mm diskとして打ち
抜き，その disk 3 枚を接種した．110 rpm に設定した振とう培養器（SI-600R，As-One）
内にて，23℃ 暗黒下で 3，6，9，12，15，18 日間振とう培養した．各日数につき 3 本
の三角フラスコを反復として準備した．培養後，80℃ で 4 時間乾燥させ乾燥重量を測
定した No.6 濾紙を用いて培養液を濾過し，菌体を脱塩水で洗浄しながら濾別した．菌
体を，濾紙ごと 80℃ で 24 時間乾燥させ，乾燥重量を測定した．濾紙の乾燥重量を差
し引くことで菌体の DW を算出し，成長曲線を得た．得られた培養濾液を用いて pH の
測定を行った． 
カップ法（上杉，1981）に従い，培養濾液の Al および Fe 錯体形成能を評価した．乾
熱滅菌したステンレス製カップ（内径 6 mm × 高さ 10 mm）を CAS-Al 培地，CAS-Fe
培地の上に置き，滅菌 cellulose acetate フィルタ （ー孔径 0.22 µm，Waters，Milford，MA，
USA）で濾過滅菌した培養濾液を 250 µL チャージした．検定用シャーレは 23℃ 暗黒
下で 24 時間保持し，カップ周囲に形成された halo の直径を測定した．検定用カップは
シャーレ 1 枚当たり 3 個までとした．本試験については各培養濾液につき 3 反復行い，






4. 2. 2. 結果 
菌体の DW は 3 日目から 6 日目にかけて大きく増加し，培養開始から 12 日目に，10.6 
± 0.2 mg とほぼ一定となった．培養濾液の pH は培養開始から徐々に低下し，15 日目に
最も低くなり（pH 3.2），18 日目に pH 3.3 となった（図 4-1a）．CAS-Al 培地において，
培養濾液の Al 錯体形成能は 12 日目まで徐々に増加し，12 日目に halo の直径が 25.6 ± 
0.79 mm と最大となり，12 日目以降はほぼ一定となった．CAS-Fe 培地においては，培
養濾液のFe錯体形成能は徐々に増加し，12日～18日目にかけてはほぼ一定であったが，
15 日目に halo の直径が 26.67 ± 0.64 mm と最大となった（図 4-1b）．成長量や pH が 12
日目でほぼ一定となり，12 日目の培養濾液が CAS-Al 培地において最も大きい halo を
形成したことから，12 日間を C. cupreum の最適な培養期間とした． 
 
4. 3. 土壌接種試験 
4. 3. 1. 材料および方法 
4. 3. 1. 1. 土壌の滅菌および滅菌前後の交換態および有効態元素と pH の評価 
2013 年 11 月に採取した土壌およびススキの種子を実験に供した．土壌は採取後，室
温で 2 週間風乾し，2 mm メッシュの篩を用いて得られた風乾細土とした．さらに接種
試験に用いる際には γ 線で滅菌した．γ 線滅菌は 30 kGy の γ 線を 200 時間照射すること
で行い，100 時間経過時に照射角度を 180 度変え，裏から照射するようにして滅菌にむ
らがないようにした．使用する前に 1 MA に γ 線滅菌土壌を少量撒き，滅菌されている
ことを確認した．また γ 線滅菌前後の風乾細土の交換性 Al，交換態 Pb，交換態重金属
（Cu，Pb，Zn），交換態陽イオン（Ca2+，K+，Mg2+，Na+），有効態 P，pH (H2O)，pH (KCl)
の測定を行い比較した．各測定は 3 反復行った．統計処理は SPSS（ver. 22.0.0.0，IBM，
Armonk，NY，USA）を用いて行い，Student’s t-test（有意水準 5%）によって解析した． 
 
4. 3. 1. 1. 1. 交換性 Al の測定（土壌養分分析法，1970） 
風乾細土 4.0 g を 50 mL 容ビーカーに入れ，ホールピペットを用いて 1 M KCl 10 mL
を加え，ガラス棒で 2 分間撹拌後，30 分間放置した．No.6 濾紙を用いて吸引濾過し，
吸引しつつ 1 M KCl 10 mL で 3 回洗浄した．洗浄の際は 1 回ごとに完全に濾液を落とし
切り，全て同じ 200 mL 容三角フラスコで受けた．得られた抽出液は 0.2 µm PTFE フィ
ルターで分析直前に濾過し，ICP-OES に供した． 
 
4. 3. 1. 1. 2. 交換態 Pb の測定（土壌環境分析法，1997） 
風乾細土 2.0 gを入れた 50 mL容プラスチックチューブに 0.05 M Ca(NO3)2溶液 20 mL
を加えて 30℃ に温度を保ち，1 時間 100 rpm で振とうし，No. 6 濾紙で濾過した．得ら




4. 3. 1. 1. 3. 交換態重金属（Cu，Pb，Zn）の測定（土壌環境分析法，1997） 
風乾細土 2.0 g を入れた 15 mL 容プラスチックチューブに 0.1 M HCl 溶液 10 mL を加
えて 30℃ に温度を保ち，1 時間 100 rpm で振とうし，No. 6 濾紙で濾過した．得られた
抽出液は 0.2 µm PTFE フィルターで分析直前に濾過し，ICP-OES に供した． 
 
4. 3. 1. 1. 4. 交換態陽イオン（Ca2+，K+，Mg2+，Na+）の測定（土壌環境分析法，1997） 
風乾細土 0.1 g を入れた 50 mL 容プラスチックチューブに，1 M ammonium acetate 溶
液 20 mL（pH 7.0）を加えて 1 時間 100 rpm で振とうし，No. 6 濾紙で濾過を行った．得
られた抽出液は 0.2 µm PTFE フィルターで分析直前に濾過し，ICP-OES に供した． 
 
4. 3. 1. 1. 5. 有効態 P の測定（土壌環境分析法，1997） 
風乾細土 0.1 g を入れた 50 mL 容プラスチックチューブに 0.001 M H2SO4溶液 20 mL
を加えて 1 時間 100 rpm で振とうし，No. 6 濾紙で濾過した．得られた抽出液は 0.2 µm 
PTFE フィルターで分析直前に濾過し，ICP-OES に供した． 
 
4. 3. 1. 1. 6. pH (H2O)および pH (KCl)の測定（土壌環境分析法，1997） 
いずれの測定も，2. 3. 1. 1 に準じて行った．pH (H2O)の測定は，風乾細土 2 g を 15 mL
容プラスチックチューブに入れ，脱塩水 5 mL を加えて振とうし，1 時間以上放置した．
その後，軽く撹拌し，pH メーター（F-22）で pH を測定した．pH (KCl)の測定は，風乾
細土 2 g を 15 mL 容プラスチックチューブに入れ，0.1 M NaOH 溶液を用いて pH 7.0 に
調整した 1 M KCl 5 mL を加えて振とうし，1 時間以上放置した．その後，軽く撹拌し，
pH メーター（F-22）で pH を測定した． 
 
4. 3. 1. 2. 滅菌実生の作製 
種子の滅菌はクリーンベンチ内で以下のように行った．まず脱塩水に 5 分間浸した種
子を，70% EtOH に 2 分間浸し，7.5% H2O2に浸して 5 分間撹拌しながら滅菌した．そ
の後 70% EtOH に 2 分間浸して H2O2を除去し，さらに滅菌水で 5 分間ずつ 2 回洗浄し
た．洗浄の度に滅菌水を交換した．その後，滅菌済みの濾紙上で余分な水分を除去し，
1/3 Hoagland 寒天培地（表 4-2）上に 7 粒ずつ播種し，人工気象器内（昼/夜：14 時間/10
時間：25℃ /20℃ ）（LH-120S，Nippon Medical & Chemical Instruments，Osaka，Japan）
で生育させた．2 週間生育させた後，第 2 葉が出葉した実生を接種試験に供した． 
 
4. 3. 1. 3. Chaetomium cupreum の培養 
100 mL の 1 ME の入った 300 mL 容三角フラスコ 10 本それぞれに，1 MA 上に増殖さ
せた C. cupreum の菌糸先端を 5.5 mm disk に打ち抜き，20 枚ずつ接種した．23℃ 暗黒
下，110 rpm で 12 日間振とう培養した． 
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4. 3. 1. 4. Chaetomium cupreum の接種 
オートクレーブ滅菌（121℃ ，20 分）した茶こしを用いて，4. 3. 1. 3 で得られた培養
液を濾過し，菌体を得た．滅菌水で十分に培養液を洗い流してから，得られた菌体を
50 mL 容滅菌済みプラスチックチューブ（Labcon North America，Petaluma，CA, USA）
に移した．少量の滅菌水を加えてミキサー（HG-200，As-One）で菌糸を摩砕し，菌摩
砕液を得た．80℃ で 4時間乾燥させDWを測定した濾紙片に摩砕液 500 µLをのせた後，
再度 80℃ で 4 時間乾燥させた．摩砕液と濾紙片を合わせた DW から濾紙片のみの DW
を差し引くことで，菌体の DW を算出した．測定は 3 反復行い，その平均値から菌体
濃度を算出し，菌体の DW が 6.0 mg/mL となるように調製した．また少量の菌摩砕液を
1 MA 上に撒き，菌糸が摩砕によって生育阻害を受けていないことを確認した． 
接種試験には，植物培養試験管（Iwaki，Shizuoka，Japan，120 mm× 27.6 mm i.d.）と
それに合うポリプロピレン製のキャップを使用した．キャップをした植物培養試験管を
アルミ箔で覆い，オートクレーブ（121℃ ，20 分）で滅菌した．クリーンベンチ内で γ
線滅菌土壌 8 g を植物培養試験管に入れ，滅菌水 8 mL を加えた．土壌の水分を均一に
するために，滅菌ピンセットで土壌全体を撹拌し，1 晩静置した．植物培養試験管 1 本
につき 1 個のススキ実生を移植した．試験区は対照区と接種区を設けた．対照区には滅
菌水 400 µL を，接種区には菌液 400 µL（菌体の DW 2.4 mg）を実生の根元に添加する
ことで内生菌を接種した．接種後はキャップをし，さらにパラフィルムを巻いて滅菌状
態を維持し，人工気象器（昼/夜：14 時間/10 時間：25℃ /20℃ ）内で 36 日間栽培した．
栽培期間中は乾燥が見られなかったことから滅菌水の追加は行わなかった．各処理区の
1 反復につき，3 個体を元素分析用，2 個体をフェノール性化合物分析用，2 個体を有機
酸分析用，2 個体を内生菌の再分離用，2 個体を内生菌の菌糸観察用として合計 11 個体
を栽培した．各処理区で 4 反復行った． 
 
4. 3. 1. 5. 成長量の評価 
接種試験に用いた実生の成長量の評価するために，各処理区の 11 個体，計 44 個体の
根長，全体・地上部および根の FW を測定した．根長は root box counting 法（宇治橋，
2008）に従い測定した．各実生の DW については，地上部は各処理区 11 個体，計 44
個体の DW を測定した．根においては，元素分析用の実生（各処理区 3 個体，計 12 個
体）のみの DW を測定した．測定した根の FW および DW を含水率の算出に用いた．
統計処理は SPSS を用いて Student’s t-test（5%有意水準）によって解析した． 
 
4. 3. 1. 6. ICP-OES による元素分析 
根表面の Al を 0.5 mM CaCl2に 20 分間ずつ 3 回浸して洗浄し，その後，脱塩水で洗





用 HNO3 を加え，ビー玉でふたをして 1 晩静置した．その後，130℃ に設定した Dry 
Thermo Unit を用いて HNO3を還流させながら有機物の分解を行った．分解液が透明に
なり有機物が完全に分解される，あるいは 12 時間分解を行った後，ビー玉を除いて濃
縮し，放冷した．地上部は脱塩水で 5 mL に，根は脱塩水で 3 mL にメスアップした．
得られた分解液を 0.2 µm PTFE フィルターで分析直前に濾過し，ICP-OES により Al，
Ca，K，Mg，Na，P，Cu，Fe，Pb，Zn の測定を行った．各処理区 3 個体の実生につい
て元素分析を行い，計 12 反復とした．統計処理は SPSS を用いて Student’s t-test（5%有
意水準）によって解析した． 
 
4. 3. 1. 7. HPLC によるフェノール性化合物の分析 
実生根を 100% MeOH 中でハサミを用いて摩砕後，48 時間室温暗黒下で抽出し，一時
的に-20℃ で冷凍保存した．抽出液を減圧濃縮後，試料を 200 µL の 50% MeOH に再溶
解し，HPLC 分析に供した．分析条件は 2. 4. 1. 2. A に準じた．各処理区 2 個体について
実生のフェノール性化合物の分析を行い，計 8 反復とした．統計処理は SPSS を用いて
Student’s t-test（5%有意水準）によって解析した． 
 
4. 3. 1. 8. GC/MS による有機酸の分析 
実生根を 80% EtOH 中でハサミを用いて摩砕後，48 時間室温暗黒下で抽出し，一時
的に-20℃ で冷凍保存した．抽出液を減圧濃縮後，50 µL の pyridine に再溶解させた．
その後，100 µL の MSTFA を加え，37℃ で 30 分間反応させて TMS 化し，GC/MS 分析
に供した．検出された有機酸-TMS 化物については標品を同様に TMS 化し，SIM で測
定して検量線を作成し，定量を行った．分析条件は 2. 4. 1. 2. B に準じた．各処理区 2
個体の実生について有機酸の分析を行い，計 8 反復とした．統計処理は SPSS を用いて
Student’s t-test（5%有意水準）によって解析した． 
 
4. 3. 1. 9. 内生菌の再分離 
内生菌の分離用とした根の表面滅菌をクリーンベンチ内で以下のように行い，内生菌
の再分離を行った．70% EtOH に 1 分間浸し，3.75% H2O2に浸して 10 分間撹拌しなが
ら滅菌し，再度 70% EtOH に 1 分間浸して H2O2を除去し，さらに滅菌水で 5 分間ずつ
2 回洗浄した．洗浄の度に滅菌水を交換した．その後，滅菌済みの濾紙上で余分な水分
を除去してから，滅菌メスを用いて 10 mm の根切片を作製し，1MA に置床した．根が






4. 3. 1. 10. 内生菌の菌糸の確認 
大場ら（2006）に従い，以下のように 0.05% trypan blue 染色液で染色し，C. cupreum
の菌糸を確認した．実生根をフラコレチューブに入れ，脱塩水を加えてオートクレーブ
（121℃ ，30 分）で根の組織の軟化を行った．次に 10% KOH 水溶液に浸し，オートク
レーブ（121℃ ，30 分）で根の脱色を行った．その後，5% HCl で 5 分間中和させ，脱
塩水に移し替えて 1晩室温で静置した．脱塩水を捨て，根を trypan blue染色液に浸漬し，





4. 3. 1. 11. 内生菌による IAA 産生能試験（Gordon and Weber，1951） 
Tryptophan の終濃度が 0.1%になるように添加した Czapek 液体培地（表 4-3）を調製
し，1 M HCl を用いて pH を 6.5 とした．50 mL 容三角フラスコに入った 15 mL の Czapek
液体培地に，1 MA上で 23℃ 暗黒下 7日間培養したC. cupreumの菌糸先端を 5.5 mm disk
として打ち抜き 3 枚接種し，23℃ 暗黒下，110 rpm で 12 日間振とう培養した．また，
tryptophan未添加のCzapek液体培地に同様に菌糸diskを接種したものを対照区とした．
培養後，フィルター濾過を行い，菌糸を取り除いた．得られた濾液 2 mL と Salkowski
試薬（表 4-4）4 mL とを混合し，室温で 25 分間反応させた．得られた反応液の 530 nm
の吸光度を，紫外可視分光光度計（UV-2450，Shimadzu）を用いて測定し，C. cupreum
が産生した IAA 様化合物を定量した．検量線の作成には 3-indoleacetic acid（Wako）を
用いた．測定は 3 反復行った． 
 
4. 3. 2. 結果 




C. cupreum が再分離され，対照区の実生からは何も分離されなかった．また trypan blue
で染色した根において，表皮の細胞外に伸長する菌糸が確認されたが，感染構造である
microsclerotia の形成は確認されなかった．以上のことから，本接種試験は無菌状態を維
持でき，接種区では C. cupreum が感染したと判断した． 
接種区，対照区ともに根の褐変や葉のクロロシスなどの Al・重金属毒性は確認され
ず（図 4-2），根の含水率にも有意な差は確認されなかった（表 4-6）．一方で，接種区




されなかった（図 4-3）．地上部においては，接種区のススキ実生の Cu および Pb の濃
度は有意に減少したが，Fe の濃度は増加した（図 4-4a）．根部においては，接種区にお
いて Al，Cu，Fe，Pb の濃度の増加が確認された（図 4-4b）． 
Al を特に高濃度に含有していた根部からは，chlorogenic acid，malic acid，citric acid
および chlorogenic acid 類縁体が検出された（表 4-7）．接種区における malic acid，citric 
acid濃度は対照区と比較して有意に低濃度であった（表 4-7）．C. cupreumが産生した IAA
様化合物の濃度は，3.81 ± 0.04 μg/mL であった． 
 
4. 3. 3. 考察 
土壌接種試験で用いた γ 線滅菌土壌は一般的な褐色森林土と比較して，Al（環境庁，
1999）や Cu，Pb，Zn（浅見，2001）が高濃度に含まれていた．また，pH 4.23 の酸性土
壌であった（表 4-5）ことから，Al や Cu，Pb，Zn といった重金属は植物に利用されや
すい形態になっており，植物が障害を示しやすいストレス環境と考えられた（三枝，
1994；Kabata-Pendias，2011）．土壌接種試験の結果，C. cupreum はススキ実生の成長を
促進させることが確認された（表 4-6，図 4-2）．Chaetomium cupreum の接種による栄養
元素の吸収促進は確認されなかった（図 4-3）が，C. cupreum は IAA 様化合物を産生し
ていたことから，IAA 様化合物の産生によってススキ実生の成長を促進したと考えられ
た．接種区，対照区のいずれのススキ実生の根にも，高濃度の Al が蓄積されていた（図
4-4）が，根の褐変や伸長阻害などの Al による障害（Ryan et al.，1993；Kochian et al.，
2005）は確認されなかった（図 4-2）．根に含まれる有機酸およびフェノール性化合物の
分析を行ったところ，接種区，対照区のススキ実生の根には chlorogenic acid，malic acid，
citric acid が共通して含まれていることが明らかとなった（表 4-7）．Chlorogenic acid
（Adams et al.，2002）や malic acid および citric acid（Barceló and Poschenrieder，2002）
は，それぞれ 1：1 のモル比で Al と錯体形成し，解毒すると考えられている．土壌接種
試験で検出された chlorogenic acid，malic acid，citric acid によって解毒される Al 濃度を
算出したところ，対照区では 1,400 mg/kg DW，接種区では 280 mg/kg DW の Al が解毒
されることが明らかとなった．しかし，ススキ実生の根には解毒できるよりも高濃度の
Al が蓄積されており（図 4-4b），chlorogenic acid，malic acid および citric acid による Al
の解毒以外の Al 耐性機構も有すると考えられた．内生菌の接種効果の 1 つに，植物の
二次代謝産物の産生促進が知られている（Schulz and Boyle，2006）が，本実験では二次
代謝産物の chlorogenic acid や一次代謝産物の malic acid および citric acid の産生促進は
確認されなかった． 
接種区，対照区いずれのススキ実生も，Al や Fe を高濃度に蓄積していたが，土壌に






濃度の傾向は、野外で採取したススキの結果と同様であった．Al や Fe は，Cu や Zn の
吸収と拮抗する（Kabata-Pendias，2011）ことが知られており，ススキは Al や Fe を高
濃度に根に蓄積することで，Cu や Zn の過剰吸収を抑制している可能性が示唆された． 
 
4. 4. 水耕接種試験 
4. 4. 1. 材料および方法 
4. 4. 1. 1. Chaetomium cupreum の接種 
Chaetomium cupreum を 1 MA 上で 23℃ 暗黒下 7 日間生育させ，生育先端をコルクボ
ーラー（5.5 mm i.d.）で打ち抜き，接種源として用いた．滅菌実生の作製は，4. 3. 1. 2
に準じた．No. 51B 濾紙（Advantec）を 30 mm × 100 mm に切断し，植物培養試験管の底
に一方の長辺が接するように入れ，30 mm の帯状になるように整えた（図 4-5）．濾紙の
入った植物培養試験管にポリプロピレン製のキャップをし，アルミ箔で覆い，オートク
レーブ（121℃ ，20 分）で滅菌した．以下の操作は全てクリーンベンチ内で行った．
Al を終濃度 100 μM となるように添加した滅菌済み 1/10 Hoagland 液体培地（pH 4.0）（表
4-8）を，植物培養試験管 1 本当たり 8 mL 加えた．その後，濾紙と植物培養試験管の壁
との間に，第 2 葉が出葉した滅菌ススキ実生を移植した（図 4-5）．植物培養試験管 1
本につき，1 個体のススキ実生を移植した．試験区は，接種区および対照区とした．接
種区においては，1 MA上で 23℃ 暗黒下 7日間培養したC. cupreumの菌糸先端を 5.5 mm 
disk として打ち抜き，ススキ実生の根の近傍に 1 枚接種した．対照区においては，1 MA
を 5.5 mm disk として打ち抜き，根の近傍に同様に 1 枚静置した．処理後，植物培養試
験管にキャップをし，パラフィルムを巻いて滅菌状態を維持した．さらに，実生根部を
アルミ箔で覆い，光を遮断した．ススキ実生は人工気象器（昼/夜：14 時間/10 時間：25℃ 
/20℃ ）内で 36 日間栽培した．各処理区で 4 反復行った．各処理区の 1 反復につき，2
個体（計 8 個体）を元素分析用，1 個体（計 4 個体）を内生菌の再分離用，1 個体（計
4 個体）を菌糸および，Al 局在の観察用として用いた． 
 
4. 4. 1. 2. ススキ実生の成長量の評価 
各試験区とも，元素分析に用いた 8 個体の実生の根長，全体・地上部および根の FW
を測定した．なお，根長は root box counting 法（宇治橋，2008）に従い，測定した．元
素分析に供する個体は，0.5 mM CaCl2に 20 分間ずつ 3 回浸し，根表面の Al を洗浄し，
その後脱塩水で十分に洗浄した（Zheng et al.，2005）．各試験区につき，全 16 個体につ
いて送風定温乾燥機内で，80℃ で 48 時間乾燥させ，DW を測定した．元素分析に用い
た個体の根については，FW と DW の測定値を含水率の算出に用いた．統計処理は SPSS




4. 4. 1. 3. ICP-OES による元素分析 
分析の方法は 4. 3. 1. 6 に準じた． 
 
4. 4. 1. 4. 内生菌の再分離 
再分離の方法は 4. 3. 1. 9 に準じた． 
 
4. 4. 1. 5. 根における菌糸および Al の局在部位の観察 
Al の染色は，lumogallion 染色法（Kataoka et al.，1997）に従った．根の断面切片を作
製するために以下の操作を行った．4% agar に包埋した根から，ミクロトーム（REM-710，
Yamato Kohki，Saitama，Japan）を用いて，100 μmの切片を作製した．0.1 Mの sodium acetate
緩衝液（pH 5.2）に lumogallion（MP Biomedicals，Santa Ana，CA，USA）を終濃度 10 μM
となるように添加し調製した lumogallion染色液に切片を入れDry Thermo Unitを用いて
50℃ で 60 分間浸漬した．その後，前述の sodium acetate 緩衝液で 15 分間，2 回洗浄し
た．染色切片は sodium acetate 緩衝液で封入してプレパラートを作製後，共焦点レーザ
ー走査型顕微鏡（Fluoview FV1000-D，Olympus）にて，lumogallion-Al 錯体による蛍光
（520 nm）を検出し，蛍光 XY 画像を得た（励起波長：473 nm，使用フィルター：Alexa 
fluor 488）． 
菌糸の染色には 0.05% trypan blue 染色液を用いた．染色の過程における根表面上の菌
糸の脱落を防ぐため，根を 0.05% trypan blue 染色液に室温で 30 分間浸漬することで菌
糸の染色を行った．また，根周囲の C. cupreum の菌糸における Al の局在を観察するた
め，前述の lummogallion 染色法に従い根の染色を行った． 
 
4. 4. 2. 結果 
内生菌の接種により，根長および根の DW が有意に増加した（表 4-9）．対照区およ
び接種区の根部には，それぞれ 1,770.6 ± 265.0 mg/kg DW および 962.20 ± 153.09 mg/kg 
DW と高濃度の Al が含有されていた．根の褐変や葉のクロロシスなどの Al による毒性
は確認されなかった（図 4-6）． 
根切片における lumogallion-Al 錯体の蛍光を確認したところ，Al の局在部位が対照区
と接種区とで異なっていた（図 4-7）．対照区において，Al は根全体の細胞壁に蓄積さ
れていることが確認された（図 4-7b）．一方，接種区においては，Al は根の表皮と内皮
の細胞壁および維管束に局在していることが確認された（図 4-7d）．根の周囲には C. 











周囲の菌糸における Al の局在を観察した．対照区のススキ根部において，Al は根全体
の細胞壁に局在していることが確認された（図 4-7）．Al の細胞壁への局在は植物が有
する Al の細胞質内への侵入を阻害する機構として知られており（Vögeli-Lange and 
Wagner，1990），ススキも Al を細胞壁へ局在させることで Al 毒性を軽減していると考






AM 菌の報告例として，Medicago sativa の根の細胞内や細胞膜上の Cd を減少させ，細
胞壁に存在する Cd を増加させることで，植物の重金属耐性を増強した（Wang et al.，
2012）というものがある．Chaetomium cupreum も Al を表皮と内皮の細胞壁および維管
束に局在させることで，ススキの Al 耐性機構を増強していると考えられた．また，根
の周囲の菌糸には Al が局在していることが確認された（図 4-8b）ことから，C. cupreum
は Al を菌糸に隔離することで，ススキの Al 耐性を増強していると推察された． 
内生菌の 1つであるDSEの Phialocephala fortiniiは siderophoreを産生することが知ら
れている（Bartholdy et al.，2001）．Siderophore は，Al などの有害金属と錯体形成するこ
とで，植物への有害金属の吸収を抑制していると考えられている（Rajkumar et al.，2010）．
一方，siderophore は微量必須栄養元素などと錯体形成することで，吸収促進も行うこと
が報告されている（Takagi et al.，1984）． 
 
4. 5. 要約 
現地の土壌を用いた接種試験において，C. cupreum はススキ実生の成長を著しく促進
させた．Chaetomium cupreum による栄養元素の吸収促進は確認されなかったが，C. 
cupreum は IAA 様化合物を産生することでススキの成長を促進していると考えられた．
接種区および対照区のススキ根部の Al および Fe は高濃度であった．一方，土壌に高濃
度に含まれていた Cu，Pb および Zn は，ススキ根部においては比較的低濃度に保たれ
ていた．Alおよび Fe はそれぞれ，Cuおよび Znの吸収と拮抗することが知られている．
ススキは Al や Fe を高濃度に蓄積することで，Cu および Zn の過剰吸収を抑制している
可能性が示唆された．ススキは Al 解毒物質として報告されている chlorogenic acid，malic 
acid および citric acid を産生しており，元々Al 耐性機構を有すると考えられた．しかし，
44 
 
検出された chlorogenic acid，malic acid および citric acid が解毒できる Al 濃度を算出し
たところ，ススキ実生が蓄積している Al の一部しか解毒できないことが明らかとなっ
た．そこで水耕接種試験において，C. cupreum 接種区および対照区のススキ根部におけ






Chaetomium cupreum は表皮と内皮の細胞壁および維管束に Al を局在させ，根周囲の菌






















表 4-1 1% Malt extract 培養液の組成 
Malt extract 10 g 


































表 4-2 1/3 Hoagland 寒天培地の組成 
KNO3 168.5 mg 
KH2PO4 45.4 mg 
Ca(NO3)2･4H2O 393.6 mg 
MgSO4･7H2O 164.3 mg 
脱塩水 1,000 mL 































表 4-3 Czapek 液体培地の組成 
Sucrose（Wako） 30 g 
MgSO4･7H2O 0.5 g 
NaNO3 2.0 g 
FeSO4･7H2O 0.01 g 
K2HPO4 1.0 g 
KCl 0.5 g 

































表 4-4 Salkowski 試薬の組成 
0.5 M FeCl3･6H2O 2 mL 































表 4-5 γ 線滅菌前後の交換態および有効態元素濃度と pH 
 γ 線滅菌前の土壌 γ 線滅菌後の土壌 
pH (H2O) 4.27 ± 0.01 4.23 ± 0.01* 
Al (mg/kg) 416.35 ± 17.25 445.12 ± 9.34 
Ca (mg/kg) 330.35 ± 5.65 336.14 ± 4.28 
K (mg/kg) 156.97 ± 5.54 157.51 ± 1.42 
Mg (mg/kg) 44.93 ± 0.82 46.57 ± 0.70 
Na (mg/kg) 19.86 ± 4.54 15.43 ± 0.41 
P (mg/kg) 8.34 ± 2.56 19.84 ± 2.03* 
Cu (mg/kg) 81.49 ± 2.11 81.44 ± 1.39 
Pb (mg/kg) 177.15 ± 1.51 185.38 ± 0.74** 
Zn (mg/kg) 13.35 ± 0.03 14.72 ± 0.38* 
交換態あるいは有効態は乾燥重量当たりの平均（mg/kg）±SE で示
した．3 反復行い，統計処理は Student’s t-test を用いた（**，P < 0.01；




























表 4-6 各接種区におけるススキの成長量 











対照区 10.6 ± 0.8 24.2 ± 1.1 8.9 ± 0.5 4.2 ± 0.2 1.3 ± 0.1 85.8 ± 1.4 
接種区 43.9 ± 3.2*** 36.0 ± 1.8*** 22.0 ± 1.7***   7.3 ± 0.4*** 2.7 ± 0.2** 89.5 ± 0.4 
FW，新鮮重量；DW，乾燥重量．結果は平均±SE で示した．根長，地上部および根部 FW，地上部 DW は
44 反復，根部 DW および根部含水率は 12 反復とした．統計処理は Student’s t-test を用いた（***，P < 0.001；


































対照区 0.34 ± 0.16 ND 0.30 ± 0.07***  0.47 ± 0.15** 
接種区 0.02 ± 0.00 0.03 ± 0.01 0.04 ± 0.01  0.07 ± 0.01 



























表 4-8 1/10 Hoagland 液体培地の組成 
K2HPO4 17.44 mg 
K2SO4 35.41 mg 
MgSO4･7H2O 49.30 mg 
CaCl2 44.44 mg 
MnCl2･4H2O 0.90 mg 
Fe(Ⅲ)-EDTA 3.77 mg 
ZnSO4･7H2O 0.07 mg 
CuSO4･5H2O 0.04 mg 
H3BO3 0.14 mg 
Na2MoO4･2H2O 0.06 mg 
NH4NO3 7.14 mg 



























FW，新鮮重量；DW，乾燥重量．結果は平均±SE で示した．8 反復行い，統計処理は Student’s t-test を用いた 



















対照区 21.1 ± 6.7 12.7 ± 1.6 10.1 ± 3.1 1.4 ± 0.3 0.7 ± 0.3 











図 4-1 Chaetomium cupreum（5R7 株）の液体培養試験 
（a）培養濾液の pH および菌体の DW（mg） 
（b）CAS-Al，CAS-Fe 培地で各培養濾液の形成した halo 径（mm） 
図中におけるエラーバーは標準誤差を示す．（a）については各日数につき 3 反復行い，













            （a）     （b） 
 
図 4-2 土壌接種試験に用いたススキ実生 
（a）対照区の実生（b）接種区の実生 














図 4-3 土壌接種試験におけるススキ実生の栄養元素濃度 
（a）地上部における栄養元素濃度（b）根部における栄養元素濃度 












図 4-4 土壌接種試験におけるススキ実生の Al および重金属濃度 
（a）地上部における Al および重金属濃度（b）根部における Al および重金属濃度 
12 反復行い，統計処理は Student’s t-test を用いた（***，P < 0.001；**，P < 0.01； 



















図 4-5 水耕接種試験の接種時の様子 
ススキは壁面と濾紙の間に移植し，図中の赤丸のように，根の近傍に菌糸 disk を接種，
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図 4-6 水耕接種試験に用いたススキ実生 
（a）対照区の実生（b）接種区の実生 






































図 4-7 水耕接種試験に用いたススキ実生の根断面における Al の局在部位 
（a）光学顕微鏡で観察した対照区のススキ実生の根断面 
 （b）対照区のススキ実生の根断面における Al の局在部位 
（c）光学顕微鏡で観察した接種区のススキ実生の根断面 
 （d）接種区のススキ実生の根断面における Al の局在部位 
（b）および（d）における緑色は l u mo g a l l i o n -A l 錯体の局在部位を示す． 






































図 4-8 水耕接種試験において trypan blue 染色および 
lumogallion 染色した接種区のススキ実生の根 































が含まれていた．また，土壌 pH (H2O)は調査期間を通して 4.5 以下の酸性を示した．このよ
うな酸性土壌においては Al や重金属がイオン化しやすく，調査地に自生する植物に毒性を示
していると考えられた．特に Al は酸性土壌環境下で 3 価の Al イオンとなり，植物に対する
毒性が急増する（三枝，1994）ため，本調査地において Al 毒性は無視できないと考えられた．
また，このような酸性土壌環境下では，植物は Alや重金属を吸収しやすくなる（Kabata-Pendias，
2011）が，調査地に自生するススキが蓄積している Cu，Pb および Zn 濃度は低濃度であった．
植物の有害金属耐性機構として，体内の蓄積濃度を低濃度に維持する「排除機構」と，吸収
した重金属を解毒する「解毒機構」の 2 つがある（Larcher，2001）．ススキが蓄積している
Cu，Pb および Zn は低濃度であったことから，重金属耐性機構として，排除機構に相当する
競合元素による重金属吸収抑制機構を有している可能性が示唆された．一方，ススキ根が含
有する Al 濃度は調査期間を通して，2,000 mg/kg と高濃度であった．Al の超蓄積種は地上部
に 1,000 mg/kg 以上の Al を蓄積する植物種（Jansen et al.，2002）と定義されており，ススキ
は Al の超蓄積種ではなかったが，根に高濃度の Al を蓄積していたことから，根において Al
解毒機構を有すると考えられた．体内に吸収された Al の解毒機構（細胞内抵抗性機構）を有
する植物としてソバが知られており，Al の有無に関わらず植物体内に大量の oxalic acid を蓄
積し，Al が吸収されると錯体を形成することで解毒する（松本，2003）．Oxalic acid の他に，





acid，malic acid，chlorogenic acid，および trans-aconitic acid が検出された．Citric acid や malic 
acid（Barceló and Poschenrieder，2002），chlorogenic acid（Adams et al.，2002）は Al と 1：1 の
モル比で Al と錯体形成し，Al を解毒すると考えられている．また，trans-aconitic acid は Al
の解毒物質としてトウモロコシの根から分泌される（Suhayda and Haug，1986）．以上のこと





促進（Jumpponen et al.，1998）や siderophore の産生による微量必須元素の吸収促進（Bartholdy 
et al.，2001）などがある．Siderophore は AM 菌（Arriagada et al.，2007）や内生細菌（Rajkumar 
et al.，2010）によっても産生され，植物の重金属ストレスを緩和するという報告がある．そ
こで，分離された内生菌の siderophore 産生能を評価したところ，C. cupreum が最も高い活性
を示したことから，C. cupreum が siderophore を産生することにより、ススキにおける Al の解
毒能力を高めている可能性が示唆された． 
 次に滅菌した調査地土壌を用いた接種試験を行い，C. cupreum の関与したススキにおける
Al 耐性機構を考察することとした．土壌接種試験において，Al および Fe は高濃度に蓄積さ
れる一方，Cu，Pb および Zn の濃度は低く保たれており，野外で採取したススキと同様の傾
向が確認された．内生菌の作用として報告のある栄養元素の吸収促進（Jumpponen et al.，1998）
は，C. cupreum の接種では確認されなかったが，Gordon and Weber（1951）に従い，IAA 様化
合物産生能試験を行ったところ，C. cupreum は IAA 様化合物を産生することが明らかとなっ
た．C. cupreum は IAA 様化合物を産生することでススキ実生の成長を促進すると考えられた．
接種区，対照区のいずれのススキ実生も根に高濃度の Al を蓄積していたが，根の褐変や葉の
クロロシスなどの Al による障害は確認されなかった．根において Al が解毒されていると考
えられたため，根の有機酸およびフェノール性化合物の分析を行ったところ，接種区，対照
区のススキ実生の根には現地のススキの結果と同様に，chlorogenic acid，malic acid，citric acid
が共通して含まれていることが明らかとなった．土壌接種試験で検出された chlorogenic acid，
malic acid，citric acid によって解毒される Al 濃度を算出したところ，対照区では 1,400 mg/kg 
DW，接種区では 280 mg/kg DW の Al が解毒されることが明らかとなった．しかし，ススキ
実生の根には解毒できるよりも高濃度の Al が蓄積されており，ススキ自身が産生する化合物
による Al の解毒以外の機構も有すると考えられた． 
有害金属は，液胞や細胞壁などへの局在（Larcher，2001；Fernández et al.，2014），あるい
は菌糸内隔離（Jentschke and Godbold，2000）などによって解毒されることが知られている．
そこで水耕試験を行い，ススキ根部内における Al の局在および根周囲の菌糸における Al の
局在を観察した．対照区のススキ根部において，Al は根全体の細胞壁に局在していることが
確認された．Al の細胞壁への局在は植物が有する Al の細胞質内への侵入を阻害する機構と
して知られており（Vögeli-Lange and Wagner，1990），ススキも Al を細胞壁へ局在させること
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は，AM 菌が M. sativa の根の細胞内や細胞膜上の Cd を減少させ，細胞壁に存在する Cd を増
加させることで，植物の重金属耐性を増強したと報告している．Chaetomium cupreum は Al
を表皮と内皮の細胞壁および維管束に局在させることで，ススキの Al 耐性機構を増強してい
ると考えられた．また，根の周囲の菌糸には Al が局在しており，C. cupreum は Al を菌糸内
に蓄積することで，ススキの Al 耐性を増強していると考えられた．Chaetomium cupreum が増




図 5-1 に本研究の概略図を示した．ススキは Al 解毒物質の産生や細胞壁隔離による Al 耐
性機構を獲得していると推察された．また，高濃度の Al や Fe を蓄積することで，Cu や Zn
の吸収を抑制している可能性が示唆された．Chaetomium cupreum は，根における Al の局在部
位の変化による Al 解毒の効率化や siderophore による Al の解毒によって，ススキの Al 耐性機
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